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論 文 内 容 要 旨
序 論
Ribulose-1・5-bisPhosPhatecarboxylase/oxygenase(Rubisco;EC4 .1。L39)は、光合成 の炭酸 固
定、ならび に光呼 吸の初発反応を触 媒する酵素であり、高等植 物においては葉 緑体 のストローマ
に局在する。高等植物 のRubiscoは 、分子:量53-55kDaの 大サブユニット(LSU)8分 子 と分子量
12-15kDaの 小 サブユニット(SSU)8分 子から構成 される、分子:量500-560kDaの 巨大タンパク
質である。c3型 植 物の場合、Rubiscoは 緑葉 の総タンパク質の12-35%を 占める特異的 に多いタ
ンパク質であり、その量 は光飽和 、大気条件 下の最 大光 合成速度を律速する因子 となっている。し
たがって葉 におけるRubiscoの 合 成と分解 による量的制御 は光合成 機能と窒素経済の両面 に深く
関わっている。葉 の一生においてRubiscoは 葉の展 開過程 で主 に合成され、老化過程 やストレス
条件下で速やかに分解される。Rubiscoの 生合成機 構にっいては、植 物では例外 的と言 えるほど
多くの研 究がなされてきており、多くの知見が蓄積 されている。しかし一方、Rubiscoの 分解機構 に
っいては、その重要性 にも関わらず確かなことはほとんどわかっていないのが現状である。このよう
な背景をもとに、著者の所属する植 物栄養 生理学研 究室では、葉の老化 に伴うRubisco分 解 の分
子機構 ならびに制御機構 の解 明に向けて、様々な角 度からの研 究を行 っている。
ところでRubisc◎ が局在する葉緑体 は、光合成 による酸素発 生の場 であり、あらゆる生物種 にお
いて最も好 気的 な条件 下 にあるオルガネラである。捕 捉 した光エネルギーの化学エネルギーへの
変換 は葉緑体チラコイド膜において行われるが、この過程 において活性酸素が通常の成 育条件下
でさえも不可避 的 に発 生する。活性 酸素はタンパク質 をはじめ様 々な生体成 分に対 して損傷 を与
える因子である。そして葉 の老化過程や各 種ストレス条件 下では活性酸 素の発 生はさらに助長 さ
れることが知られている。これらの知見 は活性酸素がRubisco分 解を引き起こす因子の一つとして関
与している可能性 を示唆している。これまで単離葉緑体 を光ストレスや酸化的ストレスにさらした際に、
Rubiscoの 分解 が促進されることを示 した例 はいくつか知られている。しかしながら、Rubisco分 解 に
活性 酸素がどのように関わっているかを具体的に示 した例はない。著者は博士過程前期 にお ける 加
v'鱒 系でのRubisco分 解の条件を探る研究の中で、Rubisco-Lsuが 光照射下の葉緑体破砕 液 にお
いて部位特 異的 に断片化されることを見出した。さらにこのLSUの 断片化が、活性酸 素により引き
起こされている可能性を示 した。本研究では、先の研究をさらに展開し、葉緑体破砕液で見出された
LSUの 断片化 の分子機構 を明らかにすることを目的とした。はじめにLSUの 断片化がインタクトな
葉 緑体 内 においても起こることを見 出 し、断 片化 に必 須である光 の役 割 について調 べた。次 に
Lsuの 一 次構 造上の切断部位を同定し、部位 特異的な断片化 とRubiscoの 高次構 造の関係 につ
いて解析 した。
第1章 光照射下の葉緑体破砕液におけるRubisco-Lsuの 断片化
本章では、葉 緑体破砕液 を用いて種 々条件 下におけるRubiscoの 分解について詳細 に検討 し
た。その結 果、光照射 によりRubisco-Lsuが 部位 特異的に断片化 されることを新規 に見 出し～活性
酸素の関与とその特性について調べた。
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(1)光 照射 下の 葉緑 体破 砕液 にお けるLSUの 断 片化
コム ギ第 一 葉 か ら単 離 、精 製 した葉 緑 体 の破 砕 液
を低 温 、光 照 射 下 でインキュベ ー トし、LSUの 分 解 にっ
いてSDS-PAGE/イ ムノブ ロット法 により解 析 した(Flg .1)。
その結 果 、分 子 量37kDaのLSUフ ラグメントが時 間 と
ともに 増 加 してい くことが 見 出 され た。一 方 、暗 所 下 で
はLSUフ ラグメントの 出 現 は全 く見 られなかった。この
LSUフ ラグメントの出 現 に対 する各 種 プ ロテアー ゼに対
す る阻 害剤 の 影 響 に つ い て調 べ たところ、金 属 プ ロテ
アー ゼ に対 す る阻 害 剤 、そ の 中 でも金 属 キレー ト剤 で
あるED1脇 と1,10-phenanthrolineに のみ 顕 著 な阻害 効
果 が認 められ た(Fig.2)。 また還 元 剤 であるDTTの 添
加 により37kDaフ ラグメントの 出 現 は促 進 され た。次 に
各 活 性 酸 素種 に対 す るスカベ ンジャー の効 果 につ いて
調 べた ところ、過 酸化 水 素 の消 去 能 をもつcatalaseと ヒ
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gallateに よって37kDaフ ラグメントの 出 現 が抑 制 され た(Fig.3)。 これ らの結 果 か ら、このLSUの 断
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(伽 θ7),5mMEDTA(伽 θ8),2mM1,10-phenanthrollne(ノ η々θ
9),10ｵMPhosphoramidon(lane10),1ｵMPepstatinA(lanel1),





















シルラジカルの発 生系と反応 させ た際に、葉緑




















(3)しSU部 位特 異抗 体を用いたLSU断 片 化特 性の 解析
塩 基配 列か ら推 定 され るアミノ酸 配列 をもとに作成 され たLSUのN末 端 、中央部 、C末 端 のそれ ぞ
れ15残 基 を認識 す る3種 類 のLSU部 位 特異 抗体 を用いてイムノブ ロット解析 を行 った(Fig.5)。37kDa
フラグメントは抗LSU」N末 部 位抗 体(anti-LSU三N)、 ならび に抗LSU一 中央 部位 抗 体(anti-LSU-1)と 交差
性 を示 した。ここで、新 たに抗LSU-C末 部位 抗
体(anti・LSU-C)に 交差性 を示す16kDaのLSU123
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(1)イ ンタクト葉緑体における しSUの 断片化
コムギ第一葉から単離 精製 したインタクト葉緑体 におけるLSUの 分解 について
、葉 緑体破砕
液と同様の系 で解析 した(Fig.6)。インタクト葉 緑体においては、光照射 のみではLSUの 断片化 は
見 られ なか っ た。そ
こで 葉 緑 体 に お ける
活性 酸 素消 去 系 のキ
ー エ ン ザ イム で ある
ascorbateperoxidase
(APX)の 活 性 を阻 害
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第3章LSUの 部位特異 的な断片化とRubisco高 次構造との関係
活性酸素によるLSUの 部位特異的な断片化の要因を探るため、本章では始めにLSUの 一次構造
上の切断部位を同定した。次いでLsuの 断片化に対するRubiscoの 活性化剤(co2、Mg2+)、 基質
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は一致 が見 られ た(Fig.9)。 分 離され た16kDaフ ラグメントを、PVDF膜 に転 写後アミノ酸配 列分析 に供
した結 果 、-16kDaフ ラグメントのN末 端 アミノ酸配 列 は、破 砕 液 由来のものがTWGKLEGEREMTLG、
精 製Rubisco由 来のものがxvvxKLEGExxMTLGと 同定 された。両者 は塩基 配 列から推 定され る
LSUの330番 目か ら344番 目のアミノ酸 配 列 に相 当していた。次 に葉 緑 体破 砕 液 な らび に精 製
Rubiscoか ら単離 した37kDaフ ラグメントと、対照 となる分 解を受 けていないLSUの リシルエンドペプチ
ダーゼ 消化 ペプチ ドを、逆相HPLCに より分離 した(Fig.10)。3者 間でペ プチドの溶 出パ ターンを比較
したところ、破 砕 液と精製Rubisco由 来の37kDaフ ラグメントにはLSUに みられるペプチ ド1は 含 まれ
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ず、かわりにペプチド2、3が それぞれ含まれており、これらがC末 由来のペプチドであると推定された。
アミノ酸配列分析の結果、LSU由 来のペプチド1の 配列は推定アミノ酸配列の317番 目から334番 目
に相 当するALRMSGGDHIHSGTVVGKで あった。ペプチド2と ペプチド3の 配列はともに、LSUの

































































































































(2)CABPに よるLSU断 片化 の抑制
Rubiscoは 通 常co2噛 とMg2+が 結合 することにより、活 性型 であるRublsco-co2-Mg2+複 合 体を形成す
るが 、Rubiscoの 金属 結合 部位 にはMn2÷ やFe2季がMg2+に かわって結合 しうることが報 告されている。先
に決 定されたLsuの 活性 酸素 による切 断部位 は、Rubiscoの 活性 中心が存 在するωβバ レル 構造 内の
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フレキ・シブルル ープ(loop6)のN末 端 に
位 置 していた。またSDSに よる変性 を受 け
たRubiscoで は、Lsuの 断 片化 は見られ
なか った。これ らの ことは活 性 酸 素 による
LSUの 断片 化 にとって、Rublsco分 子が 高
次 構 造 を保 持 していることが必 要 であるこ
とを示唆 し、その分解 機 構 としてRubisco
の活性 中心 でFenton反 応 が起 こり、生 じ
たヒドロキシル ラジカル により近 傍 に位 置
するGly329が 攻 撃を受 けていることが考え
られ た(Fig.11)。 そ こでRubiscoの
carboxylation反 応 における反 応 中間体 ア
ナ ログであり活 性 中心 に強 固 に結 合 す る
CABPの 影響 について調べた。LSUの 断
片化 はCABPの 結合 により完全 に抑 制 さ
れ た(Fig.12)。 またco2とMg2+に よる活性
化 や基 質であるRuBPの 存 在 によっても、
Lsuの 断 片化 は部分 的に抑制され た(Fig.
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本研 究 では 、コムギ葉 を材 料 に 加v∫'m系 にお けるRubiSCQの 分 解 にっい て検 討 し、光 に依 存
したRubisco-LSUの 断 片 化 を見 出 した。そしてこのLSU断 片 化 の分 子機 構 につ い て解 析 した。
1.光 照射 下の葉 緑体破 砕液において、活性酸素を介 したLSUの37kDa、16kDaフ ラグメントへ
の部位特 異的な断 片化が見出された。
2。光照射下のインタクト葉緑体 においても、KCNも しくはNaN3の 添加 により活性酸 素消去系の酵
素を阻害すると、葉緑 体破 際液と同様なLSUの 断片化 が見出された。
3.LSUの 断片化 における光の役割は、チラコイド膜における過酸化水素と還元型遷移金属の生成
であった。
4.精 製Rubiscoが ヒドロキシルラジカル発生系により直接 断片化されること、そしてその切断部位
は葉緑 体破砕 液の場合と同一であることが明らかになった。
5.LSUの 切 断を受 ける部位 は、活性 中心が存在するα/βバ レル構造内のフレキシブィレル ープ(loop
6)のN末 端に位置するGly329もしくはその両端であった。
6.Lsuの 部位 特異的な断片化 は、Rubiscoの 高 次構造 に依 存したものであり、co2とMg2+の 結合
による活性型 への移 行、さらには基質 であるRuBPや 反応 中間体アナログであるCABPの 結 合
により抑 制された。
以上の結果から、光照射 下におけるRublsco-LSUの 部位 特異的な断片 化は、チラコイド膜 で
生じた過酸化水素 と還元型遷移金属がRubiscoの 活性 中心でFenton反 応 を起こし、その結果 と
して生 じるヒドロキシルラジカル により引き起こされていることが示唆された。
Rubiscoの 活性 酸素 による直接 的な断 片化 を見出 し、その切 断部位 を特定 したのは本研 究が
世界で初めてである。










論 文 審 査 結 果 要 旨
Ribulose-1,5」bisphosphatecarboxylaseloxygenase(Rubisco)は,光 合成 の炭酸固定 ならび に光呼
吸 の初発反応 を担 う酵素であ り,そ の量が特異的 に多い ことで知 られている。葉 のRubisco量 が,最 大
光合成速度 を支配する こと,そ して窒素経済 に深 く関わ っていること等 か ら,Rubisco分 解の分子機構
は,多 くの注 目を集め てきた。 しか し,未 だその分子機構 は,断 片的 に分 かっているに過 ぎない。
本研 究 は,コ ムギ葉 を材料 に 肋 漉ro系 にお けるRubiscoの 分解 につい て検討 し,光 に依存 して
Rubisco大 サブユニ ッ ト(Llsu)が 断片化 される ことを見出 し,そ の分子機構 につ いて解析 した もので
あ る。
そ して,得 られた結果は以下 のよ うに要約 される。
(1)Rubiscoは 光照射 下の葉緑体,お よびその破砕液において37kDa,16kDaの フラグメ ン トへ と部位
特異 的に断片化 され る。(2)光 はチラコイ ド膜 における過酸化水素 と還元型遷移金属 の生成 に関与する。
(3)精 製Rubiscoを 活性酸素種 の一種 であ る ヒ ドロキシルラジカル発生系 に さらした場 合 も同様 の部位
特異 的な切断 が認め られる。(4)LSUは,活 性 中心が存在する α/βバ レル構造内の フレキシブルルー プ
6のN末 端 に位置 す るGly329も しくはその両端 で切 断 される。(5)LSuの 部位特 異的 な断片化 は,
Rubiscoの 高次構i造に由来 した ものであ り,co2とMgの 結合 による活性型への移行,さ らには基質 で
あ るRuBPや 反応 中間体であ るCABPの 結合 によ り制御 され る。
これ らの結果 をもとに,本 論文の著者 は,光 照射下 におけるRubisco-L、suの 部位特異的な断片化 は,
チラコイ ド膜で生 じた過酸化水素 と還元型遷移金属がRubiscoの 活性中心 でFen七 〇11反応 を起 こ し,そ
の結果 として生 じるヒ ドロキ シル ラジカルに よ り引 き起 こされてい ると結論 した。
Rubiscoの 活性酸素 による直接的 な断片 化 を見 出 し,そ の断片部位 を特定 したのは本論文が世界で初
めてであ る。 よって審査員一同は,本 論文の著者 を博:士(農 学)の 学位 を授与す るに値 す るもの と判断
した。
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